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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Reagenzienkit zur Isolierung von Nukleinsauren 

(57) Ein erfindungsgemaBer Reagenzenkitfur die Isolierung 
von Nukleinsauren aus einer biologische, nukleinsaure- 
haltige Kompartimente enthaltenden Probe enthalt 

a) negativ geladene Partikel aus einem Polymermaterial, 

b) ein Reagenz I, bestehend aus einem Gemisch eines ge- 
ladenen oder ungeladenen Detergens und einem alipha- 
tischen Alkohol, oder/und ein Reagenz II, bestehend aus 
einer wassrigen Losung mindestens eines chaotropen 
Salves, und 

c) eine Proteinase-Losung. 

Zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer biologische, 
nukleinsaurehaltige Kompartimente enthaltenden Probe 
versetzt man die Probe mit nagativ gelandenen Partikeln 
aus einem Polymermaterial und einem Reagenz, beste- 
hend aus einem Gemisch eines geladenen oder ungela- 
denen Detergens und einem aliphatischen Alkohol oder 
beslehend aus einer wassrigen Losung mindestens eines 
' chaotropen Salzes, trennt die Partikel in geeigneter Weise 
' von dcr uberstehenden Losung ab, wascht ggf. und lost 
die an die Partikel gebundenen Nukleinsauren mittels ei- 
nes Elutionspuffers von den Partikeln. 
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Beschrcibung 

Die vorlicgcndc Erfindung beirifl'i einen Reagenzienkil fur die Isolierung von Nukleinsauren aus eincr biologische. 
nukleinsaurchaliige Komparlinienle enlhallenden Prohe. cin Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer bio- 
S logischc. nukleinsiiiirehaliigc Komparlinienle enlhallenden Prohe sowie ein Verfahren zur Amplifikalion oder/und Be- 
siimniung von Nukleinsauren millets PCR. 

Bei der in US-PS 4.683 195 beschriebenen Polymerasckciienrcaktion (PCR) handeh es sich um ein einfaches Nfcrfah- 
rcn zur Vervielfaliigung von Nukleinsauren. Durch dicse Vervielfaliigung isl der Nachweis winzigsler Mengen an Nu- 
kleinsauren nioglich geworden. Das Verfahren haieine Nachweisemphndlichkeit, die bisher in der wissenschalUichen 
id Analylik beispiellos isu Wo frOher ein Nachweis ersi ab ca. \(f' MolekUlen nioglich war. konnen jeizi schon elwa 10 bis 
100 Molekule nachgcwicscri werden. Eine akluelle und spektakuJarc- Anwendung dieser Nachweisempfindlichkeil isl 
z. B. die Ideniifizierung von Taiem bei der Verbrechensaufklarung. Die PCR-Tcchnologie isi ein zenlraler Beslandieil 
der in der Offenilichkeit diskui.ierten Ersiellung einer "Gen-Xariei". Auch fur den Nachweis von gehtechnisch-verander- 
len Lebensiniticln oder die Uniersuchung von Blutkonscrvcn auf Viren wie HIV oder HCV ist die PGR unerlasslich. 
15 In kiirzesler Zcil hal sich die PCR -Technologic im wissenschafllichen Alllag elablien und slellt dainil cincn Wachs- 
lumsmarki dar. Voraussetzung fur das PCR- Verfahren isi eine sogenannte "Probenvorbereitung", welche die Nukleinsau- 
ren aus den verschiedensien Malerialien wie Speichel. Bluu Liquor; Organismen wie z. B. Baklerien, Helen, Pilzen aber 
auch Pnanzeninaicrial, Fleisch und weiieren nukleinsaurecnihalienden Proben freiseizi und so vorbereiieu dass das PCR- 
Vcrfahren ohne Slorungcn durchgefuhrt werden kann. Diesc Probenvorbereilung isl derzeildas Nadelohr fur die breile 
20 Anwendung. weil vor allem aulomalisierbare Verfahren fehlen. 

Fiir die Aulomaiisierung sind Panikel als Feslphase von groBer Bedeuiung, die eni weder verbunden mil Filtration oder 
Zenirifugation in der Probenvorbereilung eingeselzt werden. oder aber in Form von sogenannten Magneipanikeln mil 
Hilfe von niagneiischen Feldern abgeirennt werden konnen. Als zusanmienfassende Literaturstelle wird US 4.554,088 
genannl. 

25 In der Liieratur sind verschiedene Verfahren fiir die Probenvorbereitung zur PCR beschrieben, so z. B. unter Verwen- 
ilung von anorganischen Silikaloberflachen als Adsorber fiir Nukleinsauren, die in Gegenwart von chaotropen Salzen 
nach EP 0 389 063 an das Silika binden und mil dicscm Prinzip isolicrt werden konnen. 

Die US-PS 5,705,628 beschreibl als Adsorber fiir Nukleinsauren Magnelpartikel, die Carboxylgruppen an der Ober- 
flache iragen. Die Verwendung solcher Panikel isl in einem MchrschriuprozeB beschrieben, bei dem zunachsi in einer 

30 zeiilich gesiaffelien Abfolge zu einer Probe ein Lysepuffer zum AufschluB der Probe, anschlieBend die Magnelpartikel- 
suspension und danach ein spezieller Puffer, der die Polaritiii und Hydrophobiziiat der resultierenden Losung so einsiellL, 
daB Nukleinsauren an die Magneipanikel reversibel binden, zugegeben wird. Es handelt sich dabei urn einen hochvisko- 
sen Puffer, der Polyelhylenglykol (20 %) zusammen mil 2.5 M Kochsalz enlhalt (im Folgenden PEG-Puffer genannl). 
Nach ein- oder mehrmaligem Waschen der Magnelpartikel und Resuspension der Magnelpartikel in einem Elutions- 

35 puffer wird die NukleinsSure desorbien. und kann nach Ablrennen der Magnelpartikel enlnommen werden. Fur eine Au- 
lomaiisierung crgeben sich aber aus diesein ProzeB drei Probleine: 

a) Die in einer zeiilich gesiaflelten Abfolge notwendigen Pipei.tierschriite sind fur cine Aulomaiisierung, z. B. mil 
einem Pipctiierroboier, auBerst zeiiaufwendig, so daB dieses Verfahren nichi fur einen hoheren Probendurchsalz ge- 

40 eignel isl. 

b) Der Einsatz cines hochviskosen Puffers erforderi bei der Aulomaiisierung einen erheblichen Aufwand, eine eni- 
sprechend nolwendigc Durchmischung zu erreichen. Da vor alleni bei Aulomalisierungen 96-Wfll-Mikrolilerplal- 
len als ReakiionsgefdBe eingeselzl werden, muB durch eine enisprechende Schullel- oder Riillel-Apparalur oder an- 
dere mechanische Durchmischung da fiir gesorgl werden. daB in alien GefaBen eine gleichmaBige Mischung erfolgl. 

45 c) Eine weiiere Problenialik ergibi sich aus der Talsache, daB die Proben vielfaliiger Natur sind. Die bekannlen Me- 

ihoden der Probenvorbereilung lieBen fiir viele Proben im Hinblick auf ihre Effeklivital zu wiinschen ubrig. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher. eine Moglichkeil bereiizusiellen, die Probenvorbereilung efFekliver 
zu gestali.cn und dabei die Nachieile des Siandes der Technik zu vermeiden. Insbesondere war es Aufgabe der vorliegen- 
50 den Erfindung, Moglichkeiien bereiizusiellen, die Probenvorbereitung und gegebenenfalls auch die spaiere PCR-Reak- 
lion mil Hilfe des Einsalzes von Pipetlierroboiern durchz.ufuhren und hierfur eine Vereinfachung und Aulomaiisierung 
der bisherigen Verfahren zu ennoglichen. 

Diese Aufgabe wurde erfindungsgenia'B gelost durch cincn Rcagenzienkil fiir die Isolierung von Nukleinsauren aus ei- 
ner biologische, nukleinsaurchaliige Kompaniniente enlhallenden Probe, welcher dadurch gekennzeichnei isl, daB er 

55 

a) negaiiv geladene Panikel aus einem Polymemiaterial, 

b) ein Reagenz I besiehend aus einein Gemisch eines geladenen oder ungeladenen Detergens und einem aliphati- 
schen Alkohol, oder/und ein Reagenz D, besiehend aus einer wassrigen Losung mindestens eines chaotropen Sal- 
zes, und 

60 c) eine Proleinase-l/isung 

enlhalt. 

Der Begriff "biologische, nukleinsaurchaliige Kompariimente" bezeichnei im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
alleStrukiuren in zu uniersuchenden Proben, aus denen Nukleinsauren durch Lyse freigeselzi werden miissen. lnsbeson- 
65 dere sind Zellen, einschlieBlich bakterieller oder Hefe-Zcllen. sowie Viren von dieser Definition umfassL 

Der crfindungsgcmaSe Reagenzienkil beinhallel als Rcagenzien I oder/und D Zusammcnselzungen mil uberraschend 
einfachen Rezepluren, die fiir eine efieklive Lyse der F'roben, d. h. der biologischen. nukleinsaurehalligen Komparti- 
menic. eingeselzt werden konnen. Des wciteren ennoglichen die im erfindungsgemaBen Reagenzienkil enthaltenen Rea- 
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genzicn I und D cine sofori nach dcr Lysc si.aii.findende Bindung der freigeseizien Nukleinsauren an die Polymcrpanikel, 
ohnc daB der Puffer gewechscli bzw. Zugabe anderer Subsiansxn noiig ist Durch Einsaiz von neuiralen kau'onischen 
Oder anionischcn Deiergcnzicn in hohen Konzemraiionen zusainmen mil aliphalischen Alkoholcn kann einc besonders 
effizicnie und vol Isiiindige Lysc erreichi werden, was insbesondere auf Proben zuirifft. welchc Hefezellen cnihali.cn. Bei 
Verwendung des Reagenz II enlhallcnrt einc waBrige Lnsung mindcslens eines chaoiropcn Salzes kann eine besonders cf- 5 
fekiive Lyse von Proben enihaliend Vollblui bewirki werden. Fur alle anderen Anwendungsfalle sind die Reagenzien I 
und II ebenfalls geeignel, wobci fur den jcweiligen Anwendungsl'all die bessere Eignung des einen oder anderen Rea- 
genz voni Fachniann vorab leichi beslimml werden kann. 

Der erfindungsgeiiiaBe Reagenzienkil ermoglichl die Durchfuhrung der Lyse von Zellen oder Viren und Bindung der 
Nukleinsauren an Panikel sowie die Abirennung der Panikel von der Probenlosung in einem quasi Einschriii verfahren, 10 
in dem zu einer Mischung aus Panikein. Reagenz I oder H und Prcieinaselcsurig die Probcnsubslanz zugegeben wird. 
und nach enisprechender Inkubaiion die Probenlosung wieder abgctrenni werden kann unier Zurucklassung der aus den 
Zellen ahgeirennlen Nukleinsauren in an die Polymerpan.ikel gebundener Form. 

In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung enlhall der Reagenzienkil zusalzlich noch Waschpuffer oder/und 
Eluuonspufler zur Abirennung der Nukleinsauren von den Polymerparukeln. 

Der erfindungsgeiiiaBe Reagenziensaiz beinhaliei damii in besonders bevorzugter Ausfuhrungsfonn alle Reagenzien 
zur Durchfuhrung einer Nukleinsaureisolierung aus Proben. Dabei beslehl die Moglichkeit, die Reagenzien zunachsl. ein- 
zeln. also jeweils in separaien Flaschen, im Reagcnziensaiz vorzuhalten und ersi unmitielbar vor der Anwendung eine 
stabile Arbciislbsung herzusiellen. Dies hal den Vorleil, daB je nach Probe sehr unlerschiedliche Lyseprinzipien ange- 
wandl werden konnen. So wurde iiberraschenderweise feslgesiellu daB ein Puffer mil Nairiumdodecylsulfal zusannnen 20 
mil Eihanol fur die Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe besonders vorieilhafi. ist, wahrend ein Puffer mil (Juanidini- 
umihiocyanal fur den AufschluB und die Isolierung von Nukleinsauren aus Vollblui besser geeignel isi. 

Der erfindungsgeiiiaBe Reagenzienkil enlhall. daher in einer bevorzugten Ausfuhrung in separaien Flaschen die Rea- 
genzien A) Panikel, B) Reagenz I mil Deiergenz/Alkohol-Gemisch, C) Reagenz II mil hochmolaren Salzen von chaol- 
ropen Verbindungen sowie D) eine Proleinaselosung. 25 

Daruber hinaus kann der erfindungsgeiiiaBe Reagenzienkil auch eine oder iiiehrere ArbeiUilosungen, enihaliend Mi- 
schungen aus A. B und D sowie aus A, C und D gebrauchsfenig vorhalicn. 

Ein erfindungsgemaBer Reagenzienkil, der sowohl Reagenz I als auch Reagenz II beinhaliei, is! geeignel fur die Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus einer groBen Vielzahl von Proben, wobei jeweils bezogen auf die Anwendung die leizi- 
endliche Hersiellung der Arbeiislosung durch den Anwender erfolgl. Selbslversiandlich isl auch ein Reagenzienkil im 30 
Rahmen der vorliegenden Erfindung umfaBl, welcher nur cines der beiden Reagenzien beinhaliei und daher besonders 
geeignel isi fur z. B. die Isolierung von Nukleinsauren aus Hefe-enlhallenden Proben bzw. Vollblui. Die Anwendung ei- 
nes der Reagenzien bei anderen Proben soil durch diese bevorzugten Anwendungen nichl eingeschrankt sein. 

Wie bereils erwalint, konnen weilere Koniponenien des erfindungsgemaBen Reagenzienkils Waschlosungen fur die 
Panikel sein, die in einer separaien Flasche abgefulll sind. Zur Elulion der Nukleinsaure von den Panikeln wird ein Elu- 35 
lionspuffer benoligU der sich insbesondere durch niedrige Ionenslarke auszeichnen sollle. Diese Komponenle kann eben- 
falls ein Teil des erfindungsgemaBen Reagenziensaizes sein. Sowohl geeignele Waschlosungen als auch Eluiionspuffer 
sind im Prinzip dem Fachmann bekanni. 

Die Funkiionsweise der einzelnen Besiandteile des erfindungsgemaBen Reagenzienkils wird im Folgenden geschil- 

deri: w . t c . 40 

Eine Probe wird mil einer Arbeiislosung enihaliend die Besiandteile A, B, D oder A, C, D verselzi und inkubieru Im Ein- 
zelfall kann die Inkubaiion bei hoherer Temperai ur siallfinden. Die Arbeiislosung bewirki gleichzeilig den AufschluB der 
Probe, die Freiseizung dcr Nukleinsauren sowie die Bindung an die Panikel, die Bestandieil der Arbeiislosung sind. Die 
Panikel werden abgeuennt, der klare Ubersland abgesaugl und verworfen. Die Panikel werden danach in einer geeigne- 
ten Waschlosung gewaschen. wobei sich alkoholische Losungen wiederum aus Grunden der einfachen Mischbarkeil als 45 
besonders vorieilhafi erwiesen. Insbesondere Wasser/Eihanol- oder allgemein Wasser/aliphatischer Alkohol-Gemische 
im Verhaltnis 70 bis 30 Teile Wasser mil 30 bis 70 Teilen Alkohol ergeben im Rahmen der Erfindung befriedigende Er- 
gebnisse, Der WaschprozeB wird je nach Probe ein- oder mehrmals wiederholt und die gewaschenen und abgeschiedenen 
Panikel mil einem Puffer niedriger Ionenstarke aufgenommen, so daB die Nukleinsauren desorbieren und in Losung ge- 
hen. Danach kann eine Weilerverarbeilung z. B. fur eine PCR-Amplifikalion erfolgen. 50 

In einer bevorzugte Ausfuhrungsfonn der Erfindung enlhall der Reagenzienkil als negaliv geladene Panikel solche aus 
Polysiyrol oder Polyvinylalkohol, wobei die Panikel aus Polyvinylalkohol eine besonders bevorzugte Ausfuhmngsfonn 
darstellen. 

Obwohl es prinzipiell naiurlich moglich isl, nichl magnetisch beeinflussbare Panikel zu verwenden, isl es bevorzugu 
magneiisch beeinfluBbare Panikel vorzusehen, welche bei der Isolierung der Nukleinsauren besonders leichi uber einen 55 
Magneten an einer Siclle im KeakuonsgefaB konzenirien werden konnen und von denen die verbleibende Probenlosung 
besonders einfach abgeirenni werden kann. 

Bevorzugi weisen die Panikel im Reagenzienkil einen durchschnittlichen Durchmesser von 0,1 bis 100 pm und insbe- 
sondere von 1 bis 10 pin auf. Panikel dieser Durchmesser erlauben eine gule und effekuve Bindung von Nukleinsauren. 

Die negative l^dung der Panikel heruhl. in einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung auf der Anwesenheil 60 
von Carboxylgruppen auf dcr Oberflache der Panikel. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung besonders bevorzugi ein- 
zuseizende Panikel sind z. B. in der EP 0 843 591 beschrieben. 

Bevorzugi enlhall das Reagenz 1 des erfindungsgemaBen Reagenzienkils als Detergens Nalxiumdodecylsulfal oder Ce- 
tylammoniumbroniid (CTAB), vorzugsweise jeweils in einer Menge von 1 bis 10% bezogen auf das Reagenzvolumen. 

Als aliphaiischer Alkohol isi in Reagenz 1 vorzugsweise Eihanol enthalien, wobei eine Konzemraiion von mindesiens 65 
40 Vol. % zu gulen Ergebnissen fiihn und daher bevorzugi isl. 

Reagenz B enlhall bevorzugi wassrige Losungen von Guanidiniumhydrochlorid oder -ihiocyanal, wobei wiederum 
Konzeniraiionen dieser Salze von 2 bis 8 M bevorzugi sind. 
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Die Rcagenzicn I und D enihalten ggl'. weiierc iibliche und geeigneie Puffer- und/oder Hilfssubsianzcn. Beispielhafi 
fiir Puffcrsubsianzcn sei TRIS7HCL genannu Hilfssubsianzcn konnen z. B. Komplcxbildner wic EDTA scin. Der pH- 
Wcrt der Rcagcnzien wird vorzugsweise auf ungefahr den physiologischen pH eingesielll. 

Die i in erfindungsgeniaBen Reagenzienkil cnlhaliene Proieinase dienl zur Vermeidung von Slorungen aufgrund der 
5 Anwescnhcil von Proicinen nach Aufschluss der hiologischen, nukleinsaurehalligen Kompanimenle. Bevorzugl wird 
hicrzu im erfindungsgeniaBen Reagenzienkil Proieinase K eingeseizl, wobei die Menge an eingesei/Jer Proieinase bci 
der Nukleinsa'ure-Isolierung von der Menge der vorhandenen Zellcn und damii von der Menge der Proieine abhangig isi. 
Geeigneie Konzeniraiionen von Proieinase kann der Fachmann leichl ermilieln. 

Der erlindungsgemaBe Reagenzienkil ermoglichl cine leichle und schnellc Isolierung von Nuklcinsauren aus Proben, 
iu insbesondere fiir die unschlieBende DurchfUhrung einer PGR-Reakiion. Da lediglich Probe zu z. B. einer vorbereiieien 
Arbeiliidsung en ilia! lend alic andcrcn neivvendigen Kcmpcrccnier: zugegeben werden mnB. nach Separierung der Parli- 
kel uber einen z. B. einen Magneien leichl. die verbleibendc Probenlosung enifemi werden kann und nach ggf. noiigem 
Waschen eluien. werden kann unler Gewinnung der Nuklcinsauren, kann ein enlsprechendes \ferfahren leichl aulomal.i- 
sien werden. Lediglich ca. 4 Pipeiiierschritle sind noiig bis zur ielziendlichen Probengewinnung. 
IS Ein weiierer Gegensiand der vorliegenden Erfindung is! daher ein Verfahren zur Isolierung von Nuklcinsauren aus ei- 
ner biologischc, nukleinsaurehaliige Kompartimenie enthalienden Probe, welches dadurch gekennzeichnei isl, daB man 
die Probe rail negaliv geladcnen Panikeln aus eincm Polymermaierial und eineni Reagenz. besiehend aus einem Ge- 
misch eincs gcladencn oder ungeladenen Deiergens und eineni aliphau'schen Alkohol, oder besiehend aus einer wassri- 
gen Losung mindesicns eines chaplropcn Salzes verselzt, die Panikel in geeigneler Weise von der ubersiehendcn Losung 
20 abirennu ggf. waschl und die an die Parlikel gebundenen Nukleinsauren niitlels eines Elulionspuffers von den Panikeln 
lost. 

Das erfindungsgeitiaBe Verfahren wird im Prinzip unter Verwendung der oben bereits fiir den erfindungsgeniaBen Rea- 
genzienkil beschriebenen Komponenien durchgeftihrt, weshalb fiir eine nahere Beschreibung der Komponenien auf die 
obigen Ausfiihrungen verwiesen wird. Es isl dabei bevorzugl, eine Proieinase, vorzugsweise Proieinase K zur \fermei- 

25 dung von Slorungen durch Proieine zuzuseizen. Die verwendeien Panikel und Reagenzien enisprechen den oben be- 
schriebenen, enenso wic geeignele Wasch- und Elulionspuffer, die ebenfalls im erfindungsgeniaBen Verfahren eingeseizl 
werden. Bcsondcrs bevorzugl wird zum Waschcn niindcslcns 60 %igcs Elhanol eingeseizl. Es isl auBcrdcin bevorzugl, 
zur Isolierung von Nukleinsauren aus Proben enlhaliend Hefen, ein Reagenz enthallend Deieigens und Alkohol enispre- 
chend Reagenz l zu verwenden, wogegen zur Isolierung von Nukleinsauren aus Vollblui insbesondere ein Reagenz enl- 

30 haliend chaoirope Salzc enisprechend Reagenz II eingeseizl wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann prinzipiell zur Isolierung von DNA oder RNA angewandl werden, wobei aller- 
dings die Isolierung von DNA bevorzugl isL 

Ein weiierer Gegensiand der vorliegenden Erfindung isl ein Verfahren zur Amplification oder/und Beslimmung von 
Nukleinsauren niitlels einer Polynierase-Keiten-Reaklion, bei deni die zu aniplifizierende Nukleinsaure aus einer biolo- 

35 gische, nukleinsaurehaliige Koniparlimenle enlhallenden Probe mil Hilfe des oben beschriebenen erfindungsgeniaBen 
Verfahrens bzw. mil Hilfe des oben beschriebenen erfindungsgeniaBen Reagenzienkits isolierl wird. Ein besonderer \for- 
leil der Erfindung isl namlich auch darin zu sehen, daB die Nukleinsauren nach der Abirennung von den Polyinerpani- 
kcln im Eluiionspuflcr unmiuelbar zu einer PGR Reaktion eingeseizl werden konnen. Die PCR-Reaklion an sich oder/ 
und die Ideniifizierung der Nukleinsauren z. B. durch Sequenzierung konnen nach bekannien Melhoden durchgefiihri 

40 werden. 

Durch die erfindungsgeniaBen Verfahren sowie den erfindungsgeniaBen Reagenzienkil werden einfach und leichl au- 
toinaiisierbarc Moglichkeiien zur Probenvorbcteilung fiir die PGR bereilgesielll, die eine erhebliche wcilere Vereinfa- 
chung bei der Analyse von Nukleinsaurehalligcn Proben darslellen. 

Die folgenden Beispiele sollen in Verbindung mil den Figuren die Erfindung weilere erlaulern. 

45 

Beispiele 

1 . Bindung von X-HindlD-Marker-DNA an Magneipariikel, beschichiel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und magne- 

lischer Abscheidung 

so 

0,5 ug X-HindOI-Marker-DNA in 10 pi bidesl. Wasser wurden in einer Thermosprinl-Plalle [Fa. lnnova, Mannheim] 
mil einer Arheilslosung hergesielll aus 250 jig Panikeln aus Polyvinylalkohol (hergeslelll nach EP0 843 591) in 5 jil bi- 
desl. Wasser. 5 pi Proieinase K-Losung |1 373 196, Fa. Roche. Mannheim] und 130 pi BB-ATEST-Ly sepu Her 1 (SDS) 
besiehend aus 5% Nairiumdodecylsulfal (L4390, Fa. Sigma, Miinchen], lOOmM Tris/HGl [T2584, Fa. Sigma, Miin- 

55 chen]. 10 mM EDTA |E5134. Fa. Sigma, Miinchen], 0% bis 80% Elhanol [5054.1, Fa. Rolh, Karlsruhe] verseizu 

Anschlieliend werden die Panikel mil einem Magneien abgetrennt, der Obersiand abgenommen und die Partikel mil 
1 50 pi 80% Elhanol 15054.1, Fa. Rolh, Karlsruhe] in bidesl. Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wird einnial wiederholi; 
danach werden die Panikel in 150 pi BILATEST-Eluiionspuffer besiehend aus 10 mM Tris/IIGl pll 7,0 |s.o.] und 1 mM 
EDTA |s.o.] resuspendiert, bei 65°G fiir 5 min inkubien und mil einem Magneien wie zuvor abgetrennt. Die gereinigie 

fio Nukleinsaure wird im Ubersiand abgenommen. Die Analyse in einem Standard- Agaroseflachbellgel (0,8% Agarose 
IA9311. Fa. Sigma, Miinchenl) ergibl ein Bild wie Fig. 1. 

Fig. 1 

65 Spur Inhali 

1 , 2 Elual aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 0% Elhanol 

3, 4 Elual aus Beispiel 1, Lysepuffer mil 10% Elhanol 
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DE 199 37 607 A L 

Pariikel in gccigncier Weise von der uhersiehendcn Losung abi.rcnnl, ggf. waschi und die an die Pariikel gebunde- 
nen Nukleinsauren niiiicls eines Elulionspuflers von den Pariikcln lost 

14. Verfahrcn nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnei, daB man zusatzlich zu dem Reagenz eine Proteinase, 
vorzugsweise Proieinase-K. zuselzl. 
5 15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnei. daB man als Pariikel aus Polymermalerial Po- 

lysiyrol oder insbesondere Polyvinylalkoholpanikcl einselzi. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15. dadurch gekennzeichnei,, daB man magneiisch beeinfluBbare 
Panikel verwendei und diese mil Hilfe eines Magneien von der iibersiehenden Losung separiert. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnei, daB man Pariikel mil. einem durch- 
10 schniulichen Durchmesser von 0,1 bis 100 um und insbesondere von 1 bis 10 pm verwendeL 

38. Verfahrcn nach einem der Arjspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichneL, daB man Panikel mit Carboxylgrup- 
pen an der Oberfl ache verwendei. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 3 bis 1 8, dadurch gekennzeichnel, daB man zur Tsolierung von Nuklein- 
sauren aus Proben enihaliend Hefezellen ein Reagenz enihaliend Nairiumdodecylsulfal oder DTAB, vorzugsweise 

15 in Mengen von 1 bis 10% verwendei, 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnei, daB das Reagenz als aliphauschen Alkohol Eihanol, 
vorzugsweise in einer Konzeniraiion von iiiindesiens 40 Vol.% verwendei. 

21 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 3 bis 1 8. dadurch gekennzeichnei, daB man zur Isolierung von Nuklein- 
sauren insbesondere aus Vollblul ein Reagenz enihaliend Guanidiniumhydrochlorid oder Guanidiniumlhiocyanal. 

20 vorzugsweise jeweils in Konzenirau'onen von 2 bis 8 M. verwendei. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 21, dadurch gekennzeichnei, daB man den Reagenzien weiierePuf- 
fersubsianzen und/oder Komplexbildner zuselzl. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 3 bis 22, dadurch gekennzeichnei, daB man die separierien mil Nuklein- 
sauren beladenen Pariikel mil einem Waschpuffer enihaliend mindesiens 60% Eihanol wascht. 

25 24. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 23, dadurch gekennzeichnei, daB man es unier Verwendung eines 

Reagenzienkils nach einem der Anspriiche 1 bis 12 durchfiihrl. 

25. Verfahren zur Aniplifikauon odcr/und Bcsliinmung von Nukleinsauren niiiicls cincrPolymcrasc-Kcllcn-Rcak- 
lion (PCR), dadurch gekennzeichnei, daB man die zu amplifizierenden Nukleinsauren aus einer biologische, nukle- 
insaurehaliige Kompariimenie enihalienden Probe mil Hilfe eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 13 bis 24 
30 gewinni .und die Amplifikalionsreakiion sowie ggf. die Besiimmung nach an sich bekannien Meihoden bewirki. 
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b) Humanblui 

Mil der isolicrien Hunian-DNA aus Beispiel 9 wird cine PCR (US 4 683 195) mil den Primem 
P-Af: 5'-1KJA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA-3' 
(i-Ar: 5-CTA GAA GCA TTT GCC GTG GAC GAT GGA GGG-3' 

[Fa. MWG Biotech AG. Ebersberg bei Miinchcn] durchgefiihrt Mil diesen Primem wird ein 600 bp-Fragment aus dem 
pVAciin-Gen des Mcnschcn amplifizicrt. 

Die PCR-Ansaize werden wie unter a) beschrieben vorgenommen. Nach der KTR werden die Proben mil 15-20% Gcl- 
Ladeputier mil HD'JA |Fa. Sigma, MiinchenJ verselzl. Die Aniplihkale wurdc auf einem Slandaxdagarosegel (1,6%) ana- 
lysien (in Fig. 13 dargesielli). 

Fig. 13 



Spur lnhall 

1 30 pL DNA-Losung 

2 Wiederholung von Spur 1 

3 10 uL DNA-Losung 

4 Wiederholung von Spur 3 

5 1 uL DNA-Losung 

6 Wiederholung von Spur 5 

7 0.1 uL DNA-Losung 

8 Wiederholung von Spur 7 

9 0.01 uL DNA-Losung 

10 Wiederholung von Spur 9 

1 1 0.00 1 pL DNA-LOsu ng 

1 2 Wiederholung von Spur 1 1 
M Marker 100 bp-Leiier 



Patenianspriiche 

1. Reagenzenkil fur die Isolicrung von Nukleinsauren aus einer biologische, nukleinsaurehaliige Kompanimenie 
enihalienden Probe, 

daduiTh gekennzciclinel, dass er 

a) negaliv geladene Panikcl aus eincm Polymemialerial, 

b) ein Reagenz I besiehend aus eincm Gemisch eines geladenen oder ungeladenen Deiergens und einem ali- 
phaiischen Alkohol. oder/und ein Reagenz II, besiehend aus einer wassrigen Losung mindeslens eines chaol- 
ropen Salzes, und 

c) eine Proieinase-IUisung 
cnihall. 

2. Rcagcn/jenkil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB er negauv geladene Panikel aus Polysiyrol oder 
insbesondere aus Polyvinylalkohol cnihall. 

3. Rcagenzienkii nuch Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichncl, daB die Parlikel magnelisch beeinfluBbar sind. 

4. Rcagenzienkil nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnel, daB die Panikel einen durchschnitl- 
lichen Durchmesser von 0,1 bis 100 uni und insbesondere von 1 bis 10pm aufweisen. 

5. Rcagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Panikel Carboxyl- 
gruppen an der Oberflache aufweisen. 

6. Rcagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB das Reagenz I als De- 
iergens Nairiumdodecylsulfai oder DTAB, vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 10% enlhaii. 

7. Rcagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnel, daB das Reagenz I als ali- 
phalischen Alkohol Elhanol, vorzugsweise in einer Konzentraiion von mindeslens 40 Vol. % enlhalu 

8. Reagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnel, daB Reagenz II als chaol- 
ropc Salzc Guanidiniumhydrochlorid oderGuanidiniunuhiocyanaL vorzugsweise in Konzentraiionen von 2 bis 8 M 
cnihall. 

9. Rcagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB er eine Proteinase K- 
Losung enihall. 

10. Rcagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Reagenzien I 
oder/und D weilere Puffer- oder/und Koinplexbildungssubsianzen enlhallen. 

1 1 . Reagenzienkil nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Reagenzien I und 
n eincn pH-Wcrl von 6 his 8 aufweisen. 

12. Rcagenzienkil nach eincm der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnel. daB er zusalzlich 

d) Waschpuffcr oder/und 

e) Eluiionspuffer zur Ablosung der an die Panikel gebundenen Nukleinsauren 
enihall. 

13. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer biologische. nukleinsaurehaliige Kompanimenie enihal- 
ienden Probe, dadurch gekennzeichnel, daB man die Probe mil negaliv geladenen Pariikeln aus einem Polymerma- 
lerial und einem Reagenz. besiehend aus einem Gemisch eines geladenen oder ungeladenen Deiergens und einem 
aliphaiischen Alkohol, oder besiehend aus einer wassrigen Losung mindeslens eines chaoiropen Salzes verselzl, die 
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Fig. 11 



Spur In hall 

M Marker (X-HindDI): 23.1 19,416,614.412.312.010.56 KB 

• s 1,2 Elual aus Ucispiel 10, Lyse 1 min 

3, 4 Elual aus Beispiel 10, Lyse 5 min 

5, 6 Elual aus Beispiel 10. Lyse 10 min 

7, 8 Elual aus Beispiel 10, Lyse 15 min 



10 

Der Aufschluss verlaufi. sehr schne!!, berei's nach ] min erhall man eine hohc DNA-Ausbeute. Dies enlsprichl. auch 
den Beobachlungen bei unseren Versuchen mil den Hefen, die ebenfalls schon nach 1 min aufgeschlossen werden konn- 
len. 

15 12. Isolierung von Nuleinsauren aus Hefe miliels Agarose- Panikeln beschichiei mil Glulaniinsaure 

Der Vcrsuch aus Beispiel 4 wurde mil Agarosepartikeln, beschichiei mil Glutaminsaure (G2759, Fa. Sigma, Miinchen) 
wicdcrholi. Das Ergebnis war ahnlich dem in Fig. 4 gezcigien Ergebnis von Besipiel 4, allerdings war die Ausbeuie we- 
scnilich gcringcr. 

20 

13. PCR-Experimenie 
a) Hefe 

25 Mil dor isolicricn Hefe-DNA aus Beispiel 3 wird eine PCR (US 4 683 1 95) mil den Primern 
KV80: 5-GCG GATCCT TAA GTC CAA TCG TCA AAA TT-3' 
KV102: 5-GCG A AT TCG TAT CTT CTT TGC CCA AGG AA-3' 

[Fa. MW(i Biotech AG, Ebersberg bei Miinchen] durchgefuhrl. Mil. diesen Primern wird ein 496 bp-Fragment aus dem 
BCYI-Gcn der Ilefc amplifi/jen. Die PCR-Ansaize enlhallen die folgenden Besiandieile: 
30 0.5 pL Primcr-Losunj! 1 (50 umol uL" 1 in H 2 0 bidesi) 
0,5 uL Priiiicr-Uisung 2 (50 umol uL~' in H2O bidesi) 

2 uL dKIP-lvOsung. Konzeniraiion der Nukleoiide je 5 itiM (Eurogentec, Seraing, Belgien) 

4 uL Mg(ri;-l-6sung 25 inM (Eurogenlec) 

5 pL 10 x PCR-PulTcr (Eurogenlec) 
35 0,5 u Taq- Polymerase (Eurogentec) 

bis zu 30 pi. DNA- odcr Probenlosung 

in einem Gesamivolumcn von 50 pL. Wahrend des Ansatzes wird die PCR-Plaite auf 4°C gekiihlt. Nach Zugeben der 
leizten Losung werden die Proben einmal mil einer Pipette gemischi.. Die PCR wird in Thermosprinl-Platten [Fa. Innova 
GmbH. Mannheim) im Primus 96 Plus |MWG Biotech AG, Miinchen] durchgefiihrt. Das Programm umfasst die folgen- 
40 den Schrilie: 

Deckelhcizung auf 1 10°C 

3 min 94°C 
27 Zyklcn mil 
-30 s 94"C 

45 -30 s 50°C 
-2 min 72°C 
5 min 72°C 
Kiihlung aul"4"C 

Nach der PCR werden die Proben mil 15-20% Gel-Ladepuft'er mil EDTA [Sigma. Miinchen] versetzi. Die Amplifi- 
50 kate wurde auf cineni Standardagarosegel (1,6%) analysierl (in Fig. 12 dargestellt). 

Fig. 12 



Spur 


Inhall 


55 1 


30 pi DNA-Losung 


2 


Wiederholung von Spur 1 


3 


10pL DNA-Losung 


4 


Wiederholung von Spur 3 


5 


1 pL DNA-Losung 


60 6 


Wiederholung von Spur 5 


7 


0.1 pL DNA-Losung 


8 


Wiederholung von Spur 7 


9 


0,01 pL DNA-Losung 


10 


Wiederholung von Spur 9 
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0,001 pL DNA-Losung 


12 


Wiederholung von Spur 1 1 
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Spur Inhali 

3 Elual aus Beispiel 7 1:10 vcrdunni 

4 Wiederholung Spur 3 

8. Isolierung von Nukleinsauren aus einem Gemisch von EDTA-Kaninchenvollblul und Hefezellen millels Magnelpani- 

keln. beschichiei mil Carboxylgruppen. als Adsorber 

10 s Hefezellen in 10 pi EDTA-Kaninchenblut wurden sowohl wie Bcispiel 3 als auch wie Beipiel 7 behandell. Die 
Analyse in einem Siandardagarosenachbeiigel (0.8% Agarose |s.oJ) ergibl ein Bild wie Kig. 8. 

P-,o 8 

Spur Inhali 

1 Elual. aus Beispiel 8 mil. Lysepuffer aus Beispiel 2 

2 Wiederholung Spur 1 

3 Elual. aus Beispiel 8 mil Lysepuffer aus Beispiel 7 

4 Wiederholung Spur 3 

M Marker (X-HindlD): 23,1 19,4I6,GW,4I2,3I2,0I0.56 KB 

Aus dieser Daistellung ergibl sich der Hinweis. dass sich die Hefezellen mil dem SDS-Lysepuffer aus Beispiel 1 und 2 
selekiiv lysieren lassen, wahrend Vollblui sich selekiiv mil dem Guanidin-Puffer aus Beispiel 4 lysieren lassL 

9. Isolierung von Nukleinsauren aus humanem EDTA- Vollblui millels Magneipariikeln, beschichiei mil Carboxylgrup- 

pen, als Adsorber und Guanidiniumlhiocynai-Losung , ■ 25 

Beispiel 7 wurdc mil humancm Vollblui wicdcrholL Die Analyse in cincin Slandardagaroscflachbcllgcl (0,8% Aga- 
rose [Fa. Sigma, Miinchen]) ergibl ein Bild wie Fig. 9. 

Fig. 9 30 

Spur Inhali 

1 Elual aus Beispiel 9 mil Lysepuffer aus Beispiel 7 

2 Wiederholung Spur 1 

M Marker (X-HindlB): 23.119,416,614.412,312,010,56 KB 35 

3 Elual aus Beispiel 9 mil Lysepuffer aus Beispiel 2 

4 Wiederholung Spur 3 

1 0. Isolierung von Nukleinsauren aus der hunianpathogenen Hefe Candida albicans millels Magnelpanikeln, beschichiei 40 

mil Carboxylgruppen, als Adsorber 

Der Versuch aus Beispiel 4 wurde mil lO'Zellen der humanpalhogenen Hefe Candida albicans wiederholl. Diese Hefe 
zeichnel sich durch eine besonders siarke und schwer zu lysierende Zellwand aus. 

Als Ergebnis wurde das Elual mil einem Siandard-Agaroseflachbeugel (0,8 % Agarose |s.o.] analysiert und in Fig. 10 45 
dargeslellt. 

Fig. 10 

Spur Inhali 50 

M Marker (X-HindlB): 23,1 19,416.614,412,312,010,56 KB 

1 Eluat aus Beispiel 10 

2 Wiederholung Spur 1 

55 

1 1 . Isolierung von Nukleinsauren aus dem gram-posiiiven Bakierium Laciococcas laclis millels Magnelpanikeln, be- 
schichiei mil Carboxylgruppen, als Adsorber 

Der Versuch aus Beispiel 4 wurde mil dem gram-posiliven Bakierium Laclococcus lactis wiederholl. Gram-posilive- 
Baklerien hesilzen ebenfalls eine hesonriers siarke und schwer zu lysierende Zellwand. Es wurden Lysezeilen von 1 min 60 
bis 15 min verwendeu 

Als Ergebnis wurde das Elual mil einem Standard- Agaroseflachbeiigel (0.8 % Agarose |s.o.) analysien und in Fig. 1 1 
dargeslelll. 

65 
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Spur lnhall 

M Marker (X-HindlII): 23.119,416.614,412,312.010.56 KB 

5. Isolierung von Nuklcinsiiure aus Hcfc millels Magneiparlikel, beschichiel mil Carboxylgruppen, a)s Adsorber und nia- 
5 gnclischer Abscheidung 

Beispiel 3 und 4 wurden im direkien Vergleich wiederholl. 

Als Ergebnis wurde das Elual mil cinem Siandard-Agaroseflachbeitgel (0,8 % Agarose |s.o.]) analysien und in Fig. 5 
dargesielli. 

iu 

P'.o 1 



Spur lnhall 

M Marker (X-HindDI): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

15 1,2 Elual aus Beispiel 5, Eluiion bei RT 

3, 4 Eluat aus Beispiel 5, Eluiion bei 65°C 



Die Eluiion bei RT fiihn zu einer gcringeren Eluiion von kleineren Nukleinsaure-Molekulen. z. B. RNA (die unteren 
20 beiden Banden in Spur 3 und 4). Diese Seleklivii.ai kann zur Trennung von verschiedenen Nukleinsauremolekiilen aus- 
genuizl werden. 

6. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe millels Magneiparlikel, beschichiel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und ma- 

gneuscher Abscheidung 

25 

Beispiel 3 wurde wieJerholL wobei Lysepuffer mil SDS oder mil CTAB (Ceiylijimeihylaimiioniumbromid, 9161.1, 
Fa. Rolh, Karlsruhe) vcrglichcn wurden, jcwcils mil 50% Elhanol odcr ohnc Elhanol. 

Als Ergebnis wurde das Elual mil einem Siandard-Agaroseflachbeitgel (0,8 % Agarose (s.o.]) analysien und in Fig. 6 
dargesielli. 

30 

Fig. 6 



Spur lnhall 

M Marker (X-HindDJ): 23,1 19,416,614,412.312,010,56 KB 

35 ],2 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% SDS 

3, 4 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% SDS und 50% Elhanol 

5, 6 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% CTAB 

7. 8 Elual aus Beispiel 6, Lysepufler mil 5% CTAB und 50% Elhanol 



CTAB kann stall SDS eingeseizi werden. ohne Elhanol findel jedoch in beiden Fallen keine Bindung der genomischen 
DNA siall. In Konlrollvcrsuchen wurde gezeigl, dass der Zellaufschluss auch ohne Elhanol erreichl wird, die geringe 
Ausbeuie bei den Proben ohne Elhanol isl daher auf die geringe Bindung der DNA in Abwesenheil von Elhanol zuriick- 
zufiihren. 

45 

7. Isolierung von Nukleinsauren aus EDTA-Kaninchenvollblui millels Magneiparlikel, beschichiel mil Carboxylgrup- 
pen, als Adsorber und Guanidiniumihiocynal-Losung 

Zunachsi wird fur eincn Tesiansaiz eine Arbeiislosung hergesielll aus 250 pg Panikeln aus Polyvinylalkohol (herge- 
50 sielll nachEP0 843 591) in 5 ul bidesl. Wasser, 5 ul Proieinase K-L6sung (1 373 196, Fa. Roche, Mannheim) und 130 pi 
BILATEST-Lysepuffer D (Gu-SCN) besiehend aiis 6 M Guanidiniumihiocynai |G9277, Fa. Sigma, Miinchen], 100 mM 
Tris/HCl |T2584, Fa. Sigma, Miinchen], 1 mM EDTA |E5134, Fa. Sigma, Miinchen], 2,5% Nairiumlaurylsulfal (L9150 
Fa. Sigma. Miinchen). pH 7.0. 

10, ul EDTA-Kaninchenvollblui werden mil 140 pi der zuvor beschriebenen Arbeiislosung verselzi und 15min bei 
55 37°C verschlossen inkubiert. Anschliessend werden die Pan ikel mil einem Dauennagnei auf den Boden gezogen und der 
Ubersiand abgenommen. Die Pariikel werden mil 150 pi 80% Elhanol (5034.1, Ha. Rolh, Karlsruhe] in bidesl. Wasser 
gewaschen. Dieser Vorgang wird einnial wiederholl: danach werden die Panikel in 150 pi BILATEST-Elutionspuffer be- 
siehend aus 10 mM Tris/lICl pll 7,0 |s.o.] und 1 mM EDTA |s.o.] resuspendien, bei 65°C fur 10 min inkubiert, wie zu- 
vor abgeirennl und die gereihigle Nukleinsaure im Ubersiand abgenommen. Die Analyse in einem Slandardagarosefiach- 
60 beil.gel (0.8% Agarose |Fa. Sigma, Miinchen] ergibl ein Bild wie Fig. 7. 

Fig. 7 



Spur lnhall 

65 m Marker (X-HindHI): 23,119,416.614,412.312,010,56 KB 

1 Elual aus Beispiel 7 unverdiinni 

2 Wiederholung Spur 1 
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Spur InhaK 

5. 6 Eluai aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 20% Eihanol 

7, 8 Eluai aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 30% Eihanol 

9, ]0 Eluai aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 40% Eihanol 

11,12 Eluai aus Beispiel 1 . Lysepuffer mil 50% Eihanol 

1 3. 14 Eluai aus Beispiel 1 . Lysepuffer mil 60% Eihanol 

15, 16 Eluai aus Beispiel 1, Lysepuffer mil 70% Eihanol 

17,18 Eluai aus Beispiel 1 . Lysepuffer mil 80% Eihanol 

M Marker (X-HindlD): 23.1 19,416,614,412,312,010.56 KB 

Die Binding der DNA sr. die MagneiparJkc! is! deuilich ahhangig von der Ethanol-Konzenirauon, unier 50% Etha- 
nolkon/xnualion isl kauin Bindung z.u beobachlen. 

2. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe mil Pariikcln, beschichiel. mil Carboxylgruppen. als Adsorber und Zenirifuga- 

lion 15 

/.unachsi wird fur einen Tesiansau eine Arbeiisloung hergesielli aus 250 pg Panikeln aus Polyvinylalkohol (herge- 
sielli nachl:P0 843 591) in 5 pi bidesu Wasser.5 pi Proteinase K-Losung [1 373 1 96, Fa. Roche, Mannheim] und 130 pi 
BILA'P-ST-Lysepuffer I (SDS) bestehend aus 5% Nairiumdodecylsulfal [L4390, Fa. Sigma, Munchen]. 100 inM Tris/ 
HO |T2.S84, Fa. Sigma, Munchen], 1 0 mM EDTA |E51 34, Fa. Sigma, Munchen], 50% Eihanol 15054.1 , Fa. Rolh, Karls- 20 
ruhe|. 

Fur einen Tesiansatz werden 10" Hefe-Zellen (Saccharoniyces cerevisiae) in 10 pi Volumen in einer Thermosprint- 
Plaiie |l : a. Innova. Mannheim] mil 140 pi dieser Arbeilslosung verselzi und 15 min. bei 37°C inkubierU AnschlieBend 
werden die Pariikcl in einer Zenirifuge [Nr. 5810R; Fa. Eppendorf, Hamburg] fur 2 min. 1000 rpm in einefn Mikroiilra- 
lionsplaiienroior |Nr. A-4-62; Fa. Ependorf, Hamburg] zenirifugiert, der Ubersiand abgenommen und die Panikel mil 25 
150 pi 8(1% l-lhanol 15054.1, Fa. Rolh, Karlsruhe] in bidesu Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wird einmal wiederholt; 
danach werden die Panikel in 150 pi BILATEST-Eluuonspuffcr bcsichcnd aus 10 nuM Tris/HCl pH 7.0 [s.o.] und 1 mM 
EDTA |s.o.| rcsuspcndierl, bei 65°C fur 10 min inkubierl und durch Zentrifugation wie zuvor abgelrennt. Die gereinigle 
Nukleinsiiure wird im Ubersiand abgenommen. Die Analyse in einem Siandard-Agaroseflachbeilgel (0,8% Agarose 
|A9311.1 : u. Sigma. Miinchen]) ergibi ein Bild wie Fig. 2. 30 

Fig.2 
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Spur Inhali 

1 Eluai aus Beispiel 2 

2 Wiederholung Spur 1 

M Marker (X-HindlE): 23,1 19,416.614,412.312,010,56 KB 

3. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe miiiels Magneipariikel. beschichiel mil Carboxylgruppen. als Adsorber und ma- 40 

gneiischer Abscheidung 

Beispiel 2 wurde wiederholu stall der Zenlrifugalion wurden die Panikel jedoch mil einem Daueniiagnel. [Fa. Rhein- 
magnel. Ncunkirchcn] abgeirennl. 

Als Ergebnis wurde das Eluai mil einem Siandard-Agaroseflachbeilgel (0,8 % Agarose Is.o.] analysiert und in Fig. 3 45 
dargesiclli. 

Fig. 3 
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M Marker (X-HindlD): 23.1 19.416,614,412,312,010.56 KB 

1 Eluai aus Beispiel 3 

2 Wiederholung Spur 1 
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4. Isolierung von Nukleinsaure aus Het'e miiiels Magneipariikel. beschichiel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und ma- 

gneiischer Abscheidung 

Beispiel 3 wurde wiederholu. wobei die Elulion nichl bei 65°C, sondern bei Raumiemperatur durchgefuhrt wurde. 
Als Ergebnis wurde das F.lual mil einem Siandard-Agaroseflachbeilgel (0,8 % Agarose [s.o.] analysiert und in Fig. 4 60 
dargesielli. 

Fig. 4 
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1 Eluai aus Beispiel 4 

2 Wiederholung Spur 1 
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